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外泌体分离与鉴定方法的研究进展
龚春梅，徐远飞，周继昌*

(深圳市慢性病防治中心，深圳 518020)

摘　要 ：外泌体是一种由细胞分泌的膜性囊泡小体，存在于多种体液、分泌物和排泄物中，形成一种特殊

的细胞间信息传递系统或病理表征，其携带的 mRNA、miRNA 和蛋白质等生物分子可作为疾病诊断的新型

标志物。建立稳定而成熟的外泌体分离与鉴定方法是进行外泌体及其生物医学意义研究的前提。目前的外

泌体分离技术包括离心、沉淀、超滤、免疫亲和及微流控等技术。鉴定技术主要基于电子显微形态学、颗

粒大小及浓度的纳米示踪、蛋白质免疫印迹、流式细胞术等。现对这些技术进展进行综述，这将有助于研

究者结合自身条件选择合适的方法获取外泌体，以开展相关研究。
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Research progress on isolation and identification of exosomes
GONG Chun-Mei, XU Yuan-Fei, ZHOU Ji-Chang*

(Shenzhen Center for Chronic Disease Control, Shenzhen 518020, China)

Abstract: Exosomes are membranous vesicles secreted by cells, which exist in a variety of body fluids, secretions 
and excretions to form a special intercellular signal transduction system or a pathological phenomenon. 
Biomolecules (mRNAs, miRNAs, proteins, etc.) contained in exosomes can be used as new markers for disease 
diagnosis. The establishment of stable and mature methods for the isolation and identification of exosomes is a 
prerequisite for the study of exosomes and their biomedical significance. The current methods of exosomes isolation 
include centrifugation, precipitation, ultrafiltration, immunoaffinity, and microfluidic technology. Identification 
techniques are mainly based on electron microscopic morphology, particle size of the nano-tracer, protein 
immunoblotting, flow cytometry, and so on. This review on these technological advances will help researchers to 
select the appropriate method to obtain exosomes under their available experimental conditions for relevant studies.
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1987 年，Johnstone 等 [1] 在研究网织红细胞的

发育时，从其培养上清液中分离纯化了一种囊泡状

物质，并命名为外泌体 (exosomes)，它来自于多泡

体 (multivesicular body, MVB)，是多泡体限制性膜

与细胞质膜融合而释放的脂质双层膜囊泡，直径约

30~100 nm，电子显微镜下外泌体呈独特的杯状结

构。在被发现后的相当长的一段时间里，外泌体仅

仅被当做是细胞向外排出废物的载体。但随着外泌

体内容物逐渐被人们了解，尤其是功能性蛋白、

mRNA 及微小 RNA (microRNA, miRNA) 的发现，

使得外泌体成了最近的研究热点。本文将简要综述

近年来在外泌体的分离纯化及鉴定技术方面取得的

研究进展。

1　外泌体的形成与组成

1.1　外泌体的形成

外泌体可以通过细胞外刺激、微生物攻击和其
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他应激条件的诱导等而生成 [2]。在刺激作用下，细

胞内溶酶体微粒内陷形成 MVB，其与细胞膜融合，

向胞外分泌大小均一的囊泡，即是外泌体，但其形

成与分泌的具体分子机制还需进一步的探讨。目前

普遍的观点认为，异于普通微泡直接由细胞出芽脱

落生成，外泌体的形成始于细胞内陷形成早期内体

(early endosome)，随后在内体转运复合体 (endosomal 
sorting complex required for transport, ESCRT) 及 一

些相关蛋白的调控下，早期内体内出芽形成多个腔

内小囊泡构成的 MVB，后者最后在 GTP 酶家族中

的 RAB 酶的调节下与细胞膜融合向外界分泌腔内

囊泡，即外泌体 [3-4]。

1.2　外泌体的组成

外泌体是一类纳米级的膜性囊泡，含 mRNAs、
miRNAs、蛋白质及脂类物质等，并且膜上也有信

号分子 (CD63、CD9 等 )[5]。其中的核酸能够通过

外泌体与靶细胞膜的融合被受体细胞吸收，控制受

体细胞的蛋白表达或激活信号通路 [6]。截至目前，

外泌体中已发现有 9 769 种蛋白质、3 408 种 RNA、

2 838 种 miRNA 及 1 116 种脂类物质。外泌体在肿

瘤微环境中含量尤其丰富，与肿瘤的发生发展、免

疫逃逸、微环境建立密切联系 [7]。1996 年，Raposo
等 [8] 在研究 EB 病毒转染的人 B 细胞时发现，一些

有膜结构的小囊泡表面表达的主要组织相容性复合

体 II 类分子 (major histocompatibility complex II, MHC-
II) 能激活 T 细胞并在体内起到抗原递呈作用。这些

小囊泡的形成过程和排出途径与红细胞外泌体相

似。目前普遍认为的外泌体所共有的蛋白包括热休

克蛋白 [9]、四跨膜蛋白家族、多囊泡胞内体产生相

关蛋白 (ALIX、TSG101 等 )[10]、GTP 酶 RAB 家族等，

这些成分多与外泌体的形成与起源有关。此外，

2007 年，Valadi 等 [6] 在鼠和人的肥大细胞中首次证

明了外泌体中 mRNA 和 miRNA 等 RNA 的存在，

并发现 mRNA 可在靶细胞中翻译成蛋白质，且随

后的一大批外泌体研究发现了更多种类的 miRNA。

还有文献报道在微泡中检测到反转录转座子 RNA
转录物、单链 DNA、线粒体 DNA 和癌基因扩增子

(cmyc)[11-13]。不仅如此，Thakur 等 [14] 在研究白血病、

结肠癌、黑色素瘤、乳腺癌、肺癌、前列腺癌、胰

腺癌等多种来源的癌细胞外泌体时，还发现其中含

有稳定的双链 DNA，提示其可能成为潜在的癌症

诊断的生物标志物。

2　外泌体的功能

近年来，越来越多的研究表明，外泌体在肿瘤

诊断 [15]、迁移生长 [16-17]、组织损伤修复 [16] 、免疫

抗原呈递 [17] 及神经退行性疾病 [18] 中起着极其重要

的作用。Belov 等 [19] 将已知的肿瘤表面标志物固定

于芯片上，通过抗体芯片分别检测细胞与血浆中外

泌体标志物，约 40% 的癌细胞表面标志物在囊泡

表面体现，说明抗体芯片检测外泌体表面蛋白有望

应用于肿瘤诊断。有研究发现，细胞表面蛋白多糖

磷脂酰肌醇聚糖 -1 (GPC1) 在胰腺癌个体血液外泌

体中含量丰富，GPC1 阳性的循环外泌体 (GPC1+ 
crExos) 在该项研究中能以 100% 的准确率和敏感性

诊断出早期与晚期胰腺癌；而在临床应用前，建立

稳定的外泌体分离方法和大规模样本的验证还有待

进行 [20]。随着对外泌体所含功能性蛋白、mRNA
及 miRNA 等成分的研究，外泌体在体内信号转导

中的作用也逐渐被认识，它们在心血管疾病 [21]、神

经系统疾病 [22] 及肿瘤 [15] 的诊断、治疗等中都扮演

着极其重要的角色。同时，外泌体作为疾病治疗药

物运送载体的研究也在不断发展 [22]。

3　外泌体分离与鉴定

外泌体广泛存在于体液 ( 血清、脑脊液等 )、
分泌物 ( 唾液、乳汁、精液等 ) 及排泄物 ( 尿液等 )
中 [23]。从各种样品中分离并鉴定外泌体，对于后期

的实验研究是至关重要的。

3.1　外泌体的分离

3.1.1　差速超速离心法

差速超速离心法是最常用的外泌体纯化手段，

采用低速离心、高速离心交替进行，可分离到大小

相近的囊泡颗粒。Johnstone 等 [1] 最初发展了差速

离心法用于网织红细胞组织培养液中外泌体的分

离；Thery 等 [3] 对该方法进行了优化，改进后的方

法见图 1。以 300 g、2 000 g 和 10 000 g 离心，分

别去除细胞、死细胞和细胞碎片；利用超高速离心

(>100 000 g)得到外泌体的粗提取物，重复操作 2次，

以去除污染蛋白质，从而得到外泌体。该方法被广

泛应用于各类生物样品，如血清、血浆 [24]、细胞培

养液 [25]、尿液 [26]、唾液 [27] 和脑脊液 [28] 等的分析，

是目前应用最为广泛的外泌体分离方法，也是目前

的“金标准”。该法虽然操作简单，获得的囊泡数量

较多，但过程比较费时，且回收率不稳定 ( 可能与

转子类型有关 )，纯度也受到质疑；此外，重复离

心操作还有可能对囊泡造成损害，从而降低其质量。

3.1.2　沉淀法

一般认为聚合物沉淀外泌体的机理是体积排阻
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的聚合物通过“劫持”水分子，从而造成外泌体溶

解度的降低，进而在低速离心条件下发生沉降，不

过该机理还值得进一步研究。许多公司先后开发了

一系列针对不同样品来源 ( 血清、血浆、细胞培养液、

尿样等 ) 的外泌体提取试剂盒，其核心试剂之一是

聚乙二醇 (polyethylene glycol, PEG)，实现外泌体

的快速分离和纯化。如用于尿液外泌体分离的

ExoQuick、Pure-Exo、Total Exosome Isolation等产品，

但这些商品化的试剂盒价格昂贵。近年有国内外研

究人员还描述了一种以 PEG 为基础的 ExtraPEG 技

术，通过对大体积培养液低速离心沉淀后的小体积

超速离心，快速而廉价地富集外泌体。分离的外泌

体聚集体的大小和形态在高分辨率电子显微镜下清

晰可见 [29-30]，并能用于后续的外泌体定量、蛋白和

RNA 定量、蛋白组学和测序等多种分析与研究，

分离得到的囊泡生物活性也不受影响；同时，这种

方法不仅能用于多种生物样本不同囊泡组分的富

集，也可用作进一步纯化前的高效浓缩。这些都预

示该技术用于生物标志物的开发和诊断的前景。但

利用 PEG 沉淀外泌体还存在其他不少问题：纯度

和回收率低、杂蛋白较多 ( 假阳性 )、颗粒大小不

均一、产生难以去除的聚合物、机械力或者吐温 -20
等化学添加物部分破坏外泌体等。图 2 以 ExoQuick
公司试剂盒提取尿液外泌体为例，展示了沉淀法的

大致过程 [31]。

3.1.3　超滤法

由于外泌体是一个大小约几十纳米的囊状小

体，大于一般蛋白质，利用不同截留相对分子质量

(MWCO) 的超滤膜对样品进行选择性分离，便可获

得外泌体。Cheruvanky 等 [32] 利用超滤法成功从尿

液中纯化分离出外泌体，该方法样品预处理过程简

单且无需特殊设备。Lai 等 [33] 利用能截留不同相对

分子质量 (100 × 104、50 × 104、30 × 104 和 10 × 104)
的滤膜成功分离出人间充质干细胞培养液中的外泌

体，但该方法需要利用特殊的装置，限制了其应用。

德国 Bioo Scientific 公司开发了基于超滤膜的商品

化设备，可用于外泌体的分离和纯化 (http://www.
biooscientific.com)。该设备有 2~3 层滤膜，利用离

心力分别截留细胞及直径较大的囊泡物质，以获得

不同尺寸的囊泡。新西兰 Izon Science 公司推出了

qEVTM 凝胶渗透色谱柱，用于外泌体的分离和纯化

(http://www.izon.corn)。外泌体的粒径较蛋白质和脂

类物质大，能够快速通过分离柱；而蛋白质和脂类

物质与填料间的相互作用力较大，通过色谱柱的速

度较慢，从而实现外泌体与杂质的高效分离，以得

图1  差速离心法提取外泌体的步骤

图2  以尿液为例，用沉淀法提取外泌体的步骤[31] 
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到纯度较高的外泌体。该技术操作简单、使用方便、

富集效率高。然而，该色谱柱对于上样量有严格的

要求，一般在 0.5 mL 以内，否则会降低外泌体的

分离效率。此外，由于蛋白质和脂类的严重污染，

该色谱柱无法多次重复使用 (<3 次 )，限制了该产

品的应用。超滤离心法简单高效，且不影响外泌体

的生物活性，是提取细胞外泌体的一种新方法。

3.1.4　亲和层析法

外泌体表面带有许多特殊的膜蛋白质，如

CD9、CD63、ALIX、ANNEXIN、EpCAM 和 RAB5
等，可以用作分离外泌体的特异性标记 [34]。利用相

应抗体与这些蛋白质间的特异性相互作用，将抗体

固定于磁珠、色谱固定相等基质上，以实现对外泌

体的特异性富集。抗体包被的磁性小珠有效地用于

从抗原呈递细胞分离外泌体 [35]，如 MBL 公司利用

结合了针对外泌体表面抗原 (CD9、CD63、CD81
和 EpCAM) 抗体的磁性粒子，特异性捕获外泌体表

面标志蛋白，从而达到分离外泌体的目的。还有商

品试剂盒 ( 如日本 Wako 公司的 MagCapture™ Exosome 
Isolation Kit PS) 采用磁珠和磷脂酰丝氨酸 (PS) 结合

蛋白的方法，很方便地从血清等样品中获得高纯度

的外泌体和其他来自细胞培养基和体液的胞外囊泡

(extracellular vesicles, EVs)，并利用中性 pH 的金属

螯合试剂，将捕获的 EVs 从磁珠上洗脱下来，可以

获得完整的外泌体和其他 EVs。此外，使用抗肿瘤

相关的 HER2 和 EpCAM 抗体从肿瘤细胞培养液中

分离出来源于肿瘤细胞的外泌体
[36]。然而，使用抗

体包被的磁珠分离法不适合从大量样本获得外泌

体，而基质的非特异性吸附会导致获得的外泌体中

存在干扰蛋白质。同时，亲和富集法存在成本高、

使用和保存条件苛刻等问题。

3.1.5　微流控技术

新兴的微流控芯片技术是另一种前景看好的方

法。它是一种基于外泌体的物理和生物化学性质的

微尺度分离，如免疫亲和力、大小和密度，除此之

外还可以实现诸如声学 [37]、电泳 [38] 和电磁 [39] 操作

之类的创新分选机制。通过使用这种装置，预期样

品体积、试剂消耗和分离时间显著降低。如 IBM
公司的纳米级确定性侧向位移微柱芯片 (nanoscale 
deterministic lateral displacement pillar arrays, nano-
DLD) 处理含有外泌体等微粒的液体样品时，较小

颗粒在流体的方向上以 Z 字形运动，而较大颗粒沿

微柱不对称的方向撞击阵列，不同尺寸的颗粒因而

被分离用于检测或分析 [40]。最近，国家纳米科学中

心和中科院的研究者合作开发了一种基于黏弹性的

微流体系统，以连续、大小依赖和无标记的方式从

细胞培养基或血清中直接分离外泌体，使用少量的

生物相容性聚合物作为介质中的添加剂来控制施加

在 EV 上的黏弹性，能够获得高分离纯度 (> 90％ )
和回收率 (> 80％ ) 的外泌体。该技术可以作为多功

能平台，以便于在不同的生化应用中开展外泌体分

析 [41]。然而，微流控技术缺乏标准化和大规模临床

样本测试，也缺乏相关的方法验证而难以大规模

应用。

3.1.6　其他

来自美国宾州大学、东南大学的研究人员研发

出一种新颖的脂质纳米探针方法，可以快速、经济

且高效地分离纳米级的胞外囊泡 (nEV)，并能够从

非小细胞肺癌患者分离的 nEV 中识别相关遗传突

变。他们的分离方法采用生物素标记的聚乙二醇链

和二酰基脂质尾作为标记探针，NeutrAvidin ( 生物

素 ) 涂层的磁亚微米颗粒作为捕获探针。首先，通

过将脂质尾部锚定到 nEV 膜中，使得标记探针与 
nEV 结合，然后将 nEV 固定在磁性颗粒上，最后

通过施加磁场来分离 nEV。分离程序仅需 15 min，
并具有与长时间标准超离心方案相似的捕获效率。

此外，通过脱硫生物素 ( 亲和力较生物素低 ) 与生

物素置换的方法，研究者从前者标记的探针中收获

的 nEV 保留了 nEV 的生物学功能
[42]。各种外泌体

提取技术及其原理和优缺点详见表 1。
3.2　外泌体的鉴定  

由于现存的分离技术是基于外泌体的大小、结

构和一些膜蛋白的捕获，很难完全将其与其他囊泡

和大分子蛋白质复合体区分开，这便需要对其进行

鉴定 [50]。外泌体的鉴定主要依赖形态学特征、纳米

颗粒示踪分析检测颗粒大小 [51]、蛋白质印迹技术和

流式细胞技术分析外泌体标志性蛋白 (CD9、CD63、
CD81、HSP90 等 )[52]。外泌体常见鉴定方法优缺点

详见表 2。
3.2.1　电子显微镜检测形态

扫描电镜 (scanning electron microscopy, SEM)
或透射电镜 (transmission electron microscopy, TEM)
等电子显微镜可用于外泌体鉴定。SEM 的工作原理

是用能量为 1~30 KV 间的电子束，以光栅状扫描方

式照射到被分析试样的表面上，利用入射电子和试

样表面物质相互作用所产生的二次电子和背散射电

子成像，获得试样表面微观组织结构和形貌的高分

辨率信息。由于超高真空技术的发展，场发射电子
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枪的应用得到普及，现代先进的 SEM 的分辨率已

经达到1 nm左右，足够用来进行外泌体尺寸的测量。

TEM 是把经加速和聚集的电子束投射到非常薄的

样品上，电子与样品中的原子碰撞而改变方向，从

而产生立体角散射。散射角的大小与样品的密度、

厚度相关，因此可以形成明暗不同的影像，影像放

大、聚焦后在成像器件 ( 如荧光屏、胶片、感光耦

合组件 ) 上显示出来。目前 TEM 的分辨力可达 0.2 
nm[53]。

鉴于电镜的以上性能特征，它能直接观察到样

品中外泌体的形态和粒径，对其实现鉴别。操作步

骤大致是：用 PBS 重悬提取的外泌体，滴于孔径 2 
nm 的载样铜网上，室温静置 2 min，用滤纸从滤网

侧边吸干液体，用 3% 磷钨酸溶液在室温下负染 5 
min，滤纸吸干负染液，室温晾干，电镜观察拍照。

外泌体在电镜下具有非常明显的膜边界、呈 30~100 
nm 大小不一的茶托或杯状结构 ( 也会有 200 nm 以

下、较难鉴别的其他形状的外泌体 )，但电镜对样

品的预处理和制备要求较高，样品分离方法和样品

性质可能影响电镜结果的好坏；样品的准备阶段比

较复杂，不适合对外泌体进行大量快速的测量；且

因外泌体经过了预处理和制备过程，无法准确测量

表1  常用外泌体提取技术、原理和优缺点

技术 具体方法 优势 劣势 文献

离心法 超高速差速离心法、 金标准、浓度高、纯化率高、样本量 费时、费力、高度依赖人工、回收 [2,29-30]
     密度梯度离心法     大     率不高，外泌体形态大小不一，

       高速离心会损害外泌体而

       影响下游分析 
沉淀法 商品化试剂盒 使用方便，不需要专业设备，可扩展 杂蛋白污染多、颗粒形态差，试剂 [43-44]
      样品容量     昂贵

超滤法 微孔膜过滤、超滤、 操作简单、快速，回收率高，设备成 过膜易损耗变形，堵塞的可能性大， [39,45,52-53]
     排阻色谱     本低、便携性好，可直接提取RNA	     蛋白污染严重，易附着膜而损失  

免疫亲和法 免疫磁珠 特异性高、纯度高，可获得高纯化的 未明确所有表面标记，高试剂成本、 [35,45,47]
      外泌体     低产量，仅适用于无细胞样品，

       肿瘤异质性阻碍免疫识别，抗原

       表位可能被阻断或掩蔽 
微流控技术 微流控芯片 快速、低成本、便携，易于自动化并 缺乏标准化和大规模临床样本测试， [37,39,48-49]
      整合，液体流动可控，消耗试剂少、     缺乏方法验证，样品容量低

      回收率好  

表2  外泌体常见鉴定方法优缺点

技术 具体方法 优势 劣势

电子显微镜检测 扫描电镜(SEM)	 能直接观察结构和形态，鉴别不同大	 样品的预处理和制备复杂、要求较高，

	     或透射电镜 	     小的外泌体；SEM可得到表面微观     不适于大量快速测量；无法准确测

     (TEM)     形貌；TEM可观察材料内部结构和     量预处理后的外泌体浓度；固定会

      形貌     使外泌体结构收缩；所需设备昂贵

粒径及浓度检测 动态光散射、外 动态光散射测量下限为10 nm，对单分 动态光散射技术是测量光强的波动数

     泌体颗粒示踪     散性粒子敏感度较高；NTA可直接、     据，大颗粒的光强波动信号会掩盖

     分析(NTA)     实时观测纳米颗粒，对单分散性和     较小颗粒的光强波动信号，不适合

      多分散性粒子均较准确     大小不一的复杂外泌体样本的测量；

       NTA的测量下限仅为70 nm
Western blot法 表面标志物检测 方法成熟 根据外泌体不同类型的细胞来源，检

       测的标志物可能有所不同

流式细胞术 检测粒径及表面 快速、高通量，可分析颗粒的大小与 测量下限为400 nm(新式数码流式细胞

     标志物     体积，所需样本的浓度较低     仪可达100 nm)，不能分辨更小的外

       泌体；且以光信号监测为技术基础，

       准确性和分辨率欠佳
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其浓度。

3.2.2　纳米颗粒示踪分析(nanoparticle tracking 
analysis, NTA)检测外泌体粒径及浓度

在外泌体研究领域，NTA 技术已被用作外泌

体表征手段之一；相较于其他表征方式，NTA 技术

的样本处理更简单，更能保证外泌体原始状态，检

测速度更快。大致方法是：将收集的外泌体用 PBS
稀释至 106/mL，用 1 mL 注射器注入纳米颗粒跟踪

分析仪 ( 如装有 450 nm 激光器的 Nanosight NS300 
颗粒粒度分析仪 ) ；激光光束穿过样本室外泌体颗

粒，通过装有摄像头的显微镜实现颗粒可视化，捕

捉外泌体的布朗运动，利用爱因斯坦方程式根据其

运动计算浓度和流体力学直径 [54]。SBI 公司新开发

的一种排除非外泌体颗粒干扰的试剂盒，还可帮助

实现对完整外泌体的 NTA 分析。

3.2.3　Western blot测定外泌体表面特异性分子标志物

参照标准的 Western blot 检测步骤，利用外泌

体表面抗原递呈蛋白 ( 如 CD63、CD8、TSG101、
Flotillin-1、ALIX、CD9、CD81 和 CD82 等 ) 的优

质单克隆抗体提高鉴定结果的可靠性，如有研究者

用 ALIX、CD63 和 CD9 单克隆抗体对肝癌细胞的

外分泌体进行了成功鉴定 [55]。

3.2.4　流式细胞仪检测外泌体的生物标志物 
流式细胞仪检测技术比较快速，适合高通量筛

选，且可分析颗粒的大小与体积。用外泌体表面特

异性标志物相应的抗体进行标记，用流式细胞仪检

测其阳性表达，从而验证外泌体。如染色后的外泌

体溶液加入分支聚乙烯亚胺 (PEI)，37 ºC 孵育 15 
min，之后超速离心去除 PEI，然后加入金纳米颗粒，

轻柔重悬后置于培养箱中 60 min，加入别藻蓝蛋白

(allophycocyanin, APC) DNA 染料，室温孵育 15 min
后流式细胞仪检测。APC 阳性的颗粒即为所需检测

的外泌体 [56]。

4　展望

考虑到外泌体的异质性和性能的细微差异，许

多激动人心的外泌体分离新技术 ( 包括微流体、

nanointerfaces、电渗析、免疫亲和捕捉后洗脱等 )
仍在探索中。此外，今天认为是“金标准”的方法

可能需要进一步优化，如基于密度梯度浮选动力学

的超速离心法无法分离更多不同物理性质、不同表

面标记和不同生物起源 (Rab-dependent 相比 Rab-
independent)的外泌体。超速离心法的速度 /离心力、

温度、时间等条件优化还可影响外泌体的性能。总

之，作为研究外泌体生物学特征和医学应用的重要

基础，外泌体的分离技术和后续鉴定方法仍有待不

断完善。
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